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Disposition 
Rutinmässig epidemiologisk typning i Stockholm – Nuvarande, med 
återkoppling från inventering till klinikledningen. 

 Metoder 

 Urvalskriterier 

 Rapportering 

Erfarenheter från pilotförsök – 10 MRSA och 10 ESBL-
producerande E. coli och K. pneumoniae. 

Förslag till ett framtida flöde för epidemiologisk typning 

Vad återstår att göra innan NGS implementerats fullt ut för våra 
epidemiologiska typningar? 

 

 



Analys Antal analyser Patienter 

  1769 1563 

Enterococcus species, PFGE    51 50 

Staphylococcus species, PFGE 907 883 

Escherichia coli, rep-PCR 434 388 

Escherichia coli, PFGE 87 82 

Klebsiella pneumoniae, rep-PCR 228 211 

Klebsiella pneumoniae, PFGE 50 46 

Pseudomonas aeruginosa, PFGE 7 7 

Enterobacteriaceae, PFGE 5 5 

1. Epidemiologisk typning Karolinska 2015   



E. coli – utbrott Stockholm 

rep-PCR-analys och PFGE-typer 
 

DENDROGRAM 
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1. K.pn PFGE :        Känd typ PFGE KP 2009_2 

I ett tidigare provsvar har ni fått information om att patienten har en 

ESBL-bildande bakteriestam.  Ovan redovisas resultatet av epidemiologisk 

typning av bakterieisolatet.  

Enligt önskemål från Smittskydd Stockholm har epidemiologisk typning 

genomförts. Information om detta typningsresultat skickas också till Vårdhygien.  

 

Rapportering till klinik via LIS 

..och till Vårdhygien genom att 

typningsresultatet läggs in på fall i NYSA 

 

Begäran om typning eller typningsjämförelse 

skickas i mall till funktionsbrevlåda på 

mikrobiologen. 



Epidemiologiska typningar (ET-serien) 



2. På vems uppdrag utförs epidemiologiska 

typningar? 

MRSA – Smittskydd och Vårdhygien, samt i vissa fall 

lab/avdelningen för utredning av labkontamination och 

provförväxling. 

 

VRE – Smittskydd och Vårdhygien 

 

Gramnegativa stavar – Smittskydd och Vårdhygien, samt i 

vissa fall avdelningen för smittutredning av 

karbapenemresistenta P. aeruginosa 



Vårdhygiens behov 



Vårdhygiens behov, forts 



Smittskydds behov 



3. Bedöm om omfattningen är för stor, adekvat eller 

för liten? Slutsatser från inventeringen av 

Vårdhygiens och Smittskydds behov. 

En adekvat omfattning bör vara att kunna svara upp mot 
Vårdhygiens och Smittskydds behov och vid behov kunna svara 
på typningsfrågor/ jämförelsesfrågor och utföra mer avancerad 
analys (MRSA, VRE, ESBL, ESBL-CARBA).  

MRB från smittspårning bör gå automatiskt till typning.   

Urvalet för rutinmässig typning av ESBL/ ESBL-CARBA kan ha 
landat alltför snävt. 

MRSA från vissa grupper (t.ex. reservnr) har tidigare nämnts som 
möjliga att inte utföra epidemiologisk typning på. 

Svarstiderna kan förbättras (inom 2 veckor).   



4. Beräkna resursåtgång för att upprätthålla 

diagnostiken (mätt i BMA-tid, molekylärbiologtid, 

läkartid). 

Avd Yrkesgrupp Tidsåtgång/ vecka 

Hygien Solna BMA 4 h 

Molekylären Solna BMA 25-40 h 

Frågor/utredningar Solna Mikrobiolog 4 h 

Hygien Huddinge BMA 4 h 

Molekylären Huddinge BMA 40 h 

Molekylären Huddinge Mikrobiolog/ läkare 12-16 h 

Databasunderhåll och 

typningsfrågor Huddinge 

Mikrobiolog 12 h 

2,2 BMA och 0,75 mikrobiolog (eller delvis läkare) 



Folkhälsomyndigheten – nationell övervakning 

• MRSA – spa-typning och PVL-toxin (ej NGS) 

• VRE – cgMLST (NGS) 

• ESBL-CARBA  – resistensgener, MLST (NGS) 

För snabbt resultat debiteras analyserna (i annat fall återkopplas 

resultatet efter lång tid (upp till flera månader) 

Diskussion initierad för att samarbeta kring data. 

Misstänkta ESBL-CARBA-isolat – bör skickas till Fohm för 

utredning (gratis) 

 

 

 

5. Identifiera andra aktörer som utför epidemiologiska 

typningar och säkerställ att vi inte utför dubbelarbete. 



6. Inventera alternativa tekniker och externa aktörer 

som kan frigöra resurser hos oss. 

Next generation sequencing (NGS) -teknik möjliggör samma 

flöde för epidemiologisk typning av samtliga aktuella bakteriearter 

MRSA, VRE, E. coli och K. pneumoniae ESBL och ESBL-CARBA 

• MLST 

• Resistensgener 

• core genome MLST (cgMLST) 

• Single nucleotide polymorphism (SNP) analys 



7. Epidemiologiska typningsmetoder 

Nuläge 

Olika metoder - flera flöden 

PFGE – låg reagenskostnad, mkt  
hands-on tid 

Diversilab – högre 
reagenskostnad, mindre arbetstid 

Kvalitet – begränsad av växande 
databaser, vilket gör att analysen 
tar längre tid. Subjektiv analys 

Dialog med Smittskydd och 
Vårdhygien har stor betydelse vid 
analys. 

Önskeläge 

Ett flöde 

• Extraktion och kontroll av renhet, 
därefter överlämning 

• Data tillbaka som analyseras 
och svaras 

Kostnadseffektiv, pålitlig 
epidemiologisk typning (Dyr nu) 

Möjlighet att fördjupa analysen 
vid behov. 

Dialog med Smittskydd och 
Vårdhygien vid frågor om 
fördjupad analys. 

 



SciLifeLab 

Illumina 

Stora volymer pressar priset, tart 2 ggr/v 

Ca 1500 kr/prov om vi skickar ca 30-40 

isolat/vecka.  

Levererar konsensusdata i fastq-format 

Analysen utförs i etablerade databaser t.ex 

ResFinder 

Avtal bör skrivas för att garantera leverans i 

tid, t.ex inom 1 v. 

Saknar bioinformatiker med mikrobiologisk 

kompetens (november 2016 - tillfälligt?) 

Möjlighet för oss att bygga upp egen 

kompetens med visst stöd. 

Folkhälsomyndigheten 
Ion torrent (7 olika instrument) 

Max 200 helgenom/vecka med nuvarande 
kapacitet 

Startar tisdag och fredag, skulle klara att ta 
emot 30-40 isolat/v. 

Ca 2500 kr/prov. Inget specialpris. 

Ett svar med t.ex MLST-typ och 
resistensgener levereras på e-post. 
Analysen görs i Bactyper, som utnyttjar 
befintliga databaser som Fohm validerat. 
Data är tillgängligt via molntjänster. 

Bättre förståelse för kliniska labs behov. 

Total outsourcing av analysen. 

NGS-teknik hos externa aktörer 
(Inventering utförd i februari 2016) 



Nytt uppdrag från klinikledningen – 

pilotförsök mha SciLifeLab 

Utför pilotförsök på 10 isolat vardera av E. coli ESBL/ K. 

pneumoniae ESBL och 10 MRSA. Välj ut unika typer och 

utbrottsisolat och simulera hur rutinmässig preparation, skickning 

och därefter dataanalys och besvarning skulle kunna utföras. 



Sammanfattning arbetsflöde NGS-teknik  

• Urval, uppodling, slamning i 
rör 

• Extraktion 

• Mäta DNA-koncentration 
(Qbit) 

• Skapa beställning (ticket) 

• Överlämna platta med 
extraherat DNA 

Mikro 

• WGS på Illumina 

• Data i form av 4 fastq-filer 
levereras till cust015 som är 
tillgängligt via ftp-server 

SciLifeLab 
• Data hämtas från SciLifeLab 

cust 015 och lagras lokalt på 
server U eller S. 

• Filer paras ihop 

• Filer laddas upp för analys 
av sekvenstyp och 
resistensgener på 
webbaserad databas CGE, 
EnteroBase 

• Resultaten lagras på lokal 
server eller i databasen. 

• Tolkning av analysresultatet  
i excel/ BioNumerics? 

• Svara ut tolkningen till VH, 
Smittskydd och ev kund 

Mikro 



Analys av NGS-data  

Center for Genomic Epidemiology (CGE) – zipfiler laddas upp på 

hemsida och resultat erhålls via mejl efter ca 4 h. 

• ResFinder 

• MLST (E. coli #1, K. pneumoniae, S. aureus) 

• Resultatet kan kopieras in i excelblad 

• Gratis 



http://www.genomicepidemiology.org/ 





Principen för MultiLocus Sequence Typing 

(MLST) •Allele •fumC Sequence (500 bp) 

adk fumC gyrB icd mdh pura reca 

1 2 1 5 22 39 7 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

• combination of 7 genes in one isolates 

Sequence 

type (ST) 

Alleles 

1 1 2 1 5 22 39 7 

2 1 2 1 7 22 39 7 

3 1 5 1 5 22 39 7 

4 1 5 1 5 25 39 4 

 

•Sequence Types 

(STs) 

Maiden et al., PNAS 95: 3140-45, 1998 

Sequences 

•Clonal Complex (CC)  





Analys av NGS-data  

Alex 1928 Diagnostics 

(https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/1/) – zipfiler laddas 

upp och resultat kan ses inom ett par minuter. 

•  S. aureus 

• Toxiner, SCCmec 

• Sekvenstyp och resistens  

• De är under utveckling och glada för input hur vi vill ha det. 

• Kommersiellt 

• Analys av S. aureus ska bli klar i början av 2017, därefter 

ska analys av E. coli och K. pneumoniae utvecklas.  

https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/1/


‹#› 

SaaS= 

Software-

as-a-

Service  



ALEX 1928 Diagnostics 



Resultaten kan exporteras till excel 



Mer detaljer om resultaten kan tas fram 



Pilotstudien – ESBL-resultaten tyder på att det räcker med MLST i en 

första sållning. Hur många, vilka och i vilken ordning ska 

resistensgenerna jämföras?  

Provnr Art PFGE-

typ 

Känd info MLST ResFinder Godk

änt? 

16ET500034 K. pneumoniae 

Karolinska Solna Thorax 

N14 IVA KP 2015_05 Till Fohm 160420 ST-307 blaCTX-M-15 Ja 

16ET500153 K. pneumoniae 

Karolinska Solna Thorax 

N13 23 KP 2015_05 Till Fohm 160420 ST-307 blaCTX-M-15 Ja 

16ET500134 K. pneumoniae 

Karolinska SöS 

Onkologi Vårdavd 21 KP 2015_05 

Samma typ, annan 

plats ST-307 blaCTX-M-15 cgMLST 

16ET500135 K. pneumoniae Capio ASIH Nacka KP 2015_05 

Samma typ, annan 

plats ST-307 blaCTX-M-15 cgMLST 

15ET500691 K. pneumoniae 

Karolinska Solna Thorax 

N13 23 Unik Unik Thorax ST-656 
blaSHV-12, 

blaTEM-1C Ja 

16ET500108 K. pneumoniae 

Karolinska Solna Thorax 

N13 23 Unik Unik Thorax ST-45 blaCTX-M-15 Ja 

15ET500476 E.coli 

Karolinska Huddinge 

ÖNH Öronmottagningen EC 2012_09 

Koppling VC 1 mån 

CARBA ST-38 blaCTX-M-14b cgMLST 

15ET500599 E.coli 

Unilabs AB  klinisk 

mikrobiologi EC 2012_09 

Koppling VC 1 mån 

CARBA ST-38 

blaCTX-M-14b, 

ingen tet(D), 

aminoglykosider 

skiljer sig cgMLST 

2008029 K. pneumoniae ST 258 ST-258 blaKPC-3 Ja 

ESBL20150072 E. coli ST 744 ST-744 blaCTX-M-55 Ja 



Kontrollisolatet erhöll samma resultat som det som var känt för 

isolatet sedan tidigare 
En kolistinresistent E. coli stam, med mcr-1 från Danmark 

Pilotstudie 

ESBL20150072 

2015 ST744 

aadA5, blaCMY-2, blaCTX-M-55, 

blaTEM-1B, catA1, dfrA17, floR, fosA, 

mph(A), rmtB, strA, strB, sul1, 

sul2, tet(A) 

GyrA (S83L, D87N) ParC 

(E62  

Human, 

bloodstream 

infection 

 

ST-744 

rmtB, aadA5, 

strA, strB, 

blaCMY-2, 

blaTEM-1B, 

blaCTX-M-55, 

fosA, mph(A), 

floR, catA1, 

sul2, sul1, 

tet(A), dfrA17 

Eurosurveillance, Volume 20, Issue 49, 10 December 2015  

Hasman, Hammerum, Hansen, Hendriksen, Olesen, Agersø, Zankari, Leekitcharoenphon, Stegger, Kaas, Cavaco, Hansen, 

Aarestrup, and Skov: Detection of mcr-1 encoding plasmid-mediated colistin-resistant Escherichia coli isolates from human 

bloodstream infection and imported chicken meat, Denmark 2015 Detection of mcr-1 encoding plasmid-mediated colistin-resistant 

Escherichia coli isolates from human bloodstream infection and imported chicken meat, Denmark 2015 



Analys av NGS-data från E. coli  

Assembly utförs vid uppladdningen   



MLST 

cgMLST 



Minimum spanning tree (MST) av 

cgMLST data från E. coli  

17 allelskillnader 

mellan E. coli 

CARBA isolaten 

på VC, 1 mån 

mellan 



Stam Epidemiologisk information PFGE MLST SCCmec Typ 

1 samma pat. som 3, 1:a MRSA i 2009 MRSA-09-01 ST-1 
recombination 

event 

2 epid. samband med 3 MRSA-09-28b ST-1 4 

3 
samma pat. som 1, MRSA isolat i 2011, ändrad men 
besläktad PFGE från 2 år sedan (stam 1) MRSA-09-28b ST-1 4 

MRSA-pilot 
(Sammanställt av Hong Fang) 



Isolat från samma pat. 

Vårdade tillsammans 

1 

3 

2 



Stam 

 
 
Fenotyp 

Resistance 
genes/Mutations %Identity Query/HSP length Predicted phenotype 

4 multi-R, MUP >1024 aac(6')-aph(2'') 100.00 1440 / 1440 Aminoglycoside resistance 

aadD 99.87 771 / 771 

Aminoglycoside resistance 

Alternate name; ant(4')-Ia and 
aadD2 

spc 100.00 783 / 783 

Aminoglycoside resistance 

Alternate name; aad9, ant(9)-Ia 
blaZ 99.29 846 / 846 Beta-lactam resistance 
mecA 100.00 2010 / 2010 Beta-lactam resistance 
norA 91.51 1142 / 1167 Fluoroquinolone resistance 
erm(C) 100.00 735 / 735 Macrolide resistance 
erm(A) 100.00 732 / 732 Macrolide resistance 

Mutations Ciprofloxacin 
gyrA (S84L) 

grlA (S80Y), gyrA 

(S84L) 

grlA (S80Y + E84G), 

gyrA (S84L) 

Genes 

Clindamycin (Inducible), 
Erythromycin 

ermC 

ermA 

Genes Gentamicin 
aac6-aph2 

Genes Isoxazolyl penicillins 
mecA 
Genes Mupirocin 
mupA 

Genes Penicillinase-labile penicillins 
blaZ 
Genes Trimethoprim 
dfrA 

CGE 

Alex 

https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/7/
https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/7/


Stam Provtag. datum 

 
 
 
PFGE MLST SCCmec Type 

5 2011-12-15 MRSA-12-04 ST-228 1 

6 2014-12-12 MRSA-12-04 ST-228 1 



Stam Epidemiologisk information PFGE 

 
 
MLST Comments SCCmec Type 

7 samma pat. som 5970 MRSA-15-10 ST-5 4 

8 
ändrad men besläktad PFGE från 3 mån sedan (stam 
5748) MRSA-15-37 ST-59 

tpi: c-t 99.75% identity 
(CGE) 4 



Stam Epidemiologisk information 

 
 
MLST SCCmec Type 

9 USA300 ST-8 4 

neonatal utbrott 2013 

en av vanligast kloner i STO 

Stam Stam information MLST SCCmec Type SpeciesFinder-1.2 Server - Results   

10 "nuc-" MRSA ST-395 2 Species Confidence of result 

Staphylococcus aureus PASS 



Förslag till ett framtida analysflöde 

 

MRSA 

E. coli 

ESBL/ESBL-CARBA 

K. pneumoniae 

ESBL/ESBL-CARBA 

 

WGS 

+ tid och rum = 

epidemiologiskt 

samband 

7 gener 

MLST 

 

Olika = 

Analysen klar 

Lika 

SCCmec 

(MRSA) 

Resistengener 

(ESBL) 

Olika = 

Analysen klar 

Lika 

cgMLST 

SNP-analys 

Analysen klar 

Nivå 1 Nivå 2 Nivå 3 

VRE 



Hur kan resultaten svaras ut till kliniker? Och 

till Vårdhygien/ Smittskydd Stockholm?  

MLST 

MLST + viktiga resistensgener  

Koppla ihop MLST och resistensgener med typ-beteckning (som 

stämmer med PFGE) 

• Nackdel: lokal beteckning 

• Fördel: Kan svaras precis som tidigare. 

I vissa fall när det finns behov att gå vidare med analysen: 

cgMLST , wgMLST, SNP–analys 

 



Vad återstår att göra innan NGS kan 

implementeras fullt ut för våra epidemiologiska 

typningar?   På kort sikt 
•Mjukvara för assembly behöver införskaffas 

•Utbildning av personal i bioinformatik/ få tillgång till 

bioinformatiker med mikrobiologisk kompetens 

•Beslut om vilken/vilka databaser som ska användas för 

avancerad analys 

• Vänta på Alex? Vad gör Fohm? Klarar databaserna som är 

gratis av att upprätthålla kvaliteten? 

•Skapa databas med representanter från utbrott. 

•Definiera antal allelskillnader som kan accepteras i ett utbrott för 

resp agens.  

•Besluta vad som ska rapporteras 

 

‹#› 



Önskemål på längre sikt 

•Investera i NGS core-facilitet på KUL 

•Tillgång till bioinformatiker på KUL 

•Verka för nationell samordning och en databas för  lagring och 

utbyte av NGS-data. (Rapport från projektet: ”Samverkan för 

effektiv smittspårning”) 
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